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Herstellung polyklonaler, monospeziflscher Antikorper gegen die 
uPAR-Varianten del4, del5 und del4+5 sowie deren Verwendung fur 
diagnostische und therapeutische Zwecke 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Herstellung und Verwendung 
spezifischer Antikorper zum Nachweis von humanen tumor-assoziierten 
Urokinase-Typ Plasminogenaktivator-Rezeptor(uPAR) Deletionsvarianten in 
biologischen Proben. 

Neue Erkenntnisse zur Roile von tumorzell-assoziiertem Urokinase-Rezeptor 
bei Tumorinvasion und Metastasierung solider maligner Tumore sind 
entscheidende Voraussetzungen fur die Entwicklung neuer, an der 
Tumorbiologie orientierter Therapiestrategien, insbesondere bei Mamma- 
und Ovarialkarzinomen. Sowohl das invasive Wachstum dieser Tumore als 
auch die Entwicklung von Tumormetastasen sind bekanntermafcen 
multifaktorielle Prozesse, bei denen Proteasen des Plasminogen- 
Aktivierungssystems, wie der Urokinase-Typ Plasminogenaktivator (uPA) 
und sein Inhibitor (PAI-1), eine entscheidende Rolle spielen. Der uPA- 
Rezeptor (uPAR; CD 87) nimmt dabei durch seine Fahigkeit, das uPA- 
Enzymsystem auf der Zelloberflache zu fokussieren und zu aktivieren, eine 
Schlusselposition ein. Da uPAR in Tumoren aufgrund seiner Struktur in 
verschiedenen molekularen Formen vorkommen kann, ist seine funktionelle 
und biochemische Charakterisierung im Tumorgewebe schwierig. 

Der Urokinase-Rezeptor, uPAR, ein stark und heterogen glykosyliertes 
Protein mit einer relativen Masse von 45 - 60 kDa, ist iiber einen GPI- 
Lipidanker in der Zellmembran verankert. In der Primarstruktur des uPAR 
lassen sich drei homologe Domanen, die jeweils von zwei Exons des uPAR- 
Gens kodiert werden, unterscheiden. Die Wechselwirkung mit uPA wird vor 



allem durch Domane I (Dl) des uPAR vermittelt. In Domane II (DID und/oder 
Domane III (Dill) sind jedoch weitere Determinanten fur die uPA/uPAR- 
Interaktion lokalisiert. Mit einer weiteren Bindungsstelle (wahrscheinlich in 
Dll/lll) kann uPAR mit hoher Affinitat an Vitronektin, ein Protein der 
extrazellularen Matrix, binden, wobei auch hier eine Wechselwirkung mit Dl 
von Bedeutung zu sein scheint. Nach der Bindung von uPA kann die 
intrazellulare Signaltransduktion offenbar iiber verschiedene Wege 
ablaufen. In der Zellmembran von aktivierten Monozyten bildet uPAR z.B. 
mit anderen Membran- und "second messenger" - Proteinen multimere 
Komplexe, die eine Signaltransduktion bewirken und auf deren funktionelle 
Kooperation hindeuten. 

Es ist bekannt, dass der uPAR nicht nur einer posttranslationalen 
Regulation und reversiblen Aktivierung infolge der zellularen Stimulation 
und Ligandenbindung unterliegt. Aufgrund seiner Struktur kann uPAR auch 
in verschiedenen molekularen Formen vorkommen, deren biologische 
Aktivitat im Gewebe, vorallem bei Tumorgeschehen unterschiedlich sein 
konnte. Nach Abspaltung des Glykanlipidankers uber zell-assoziierte 
Enzyme kann uPAR in seiner loslichen Form (suPAR) in Korperflussigkeiten 
von Tumorpatienten nachgewiesen werden. Dariiber hinaus wurde fur den 
uPAR unterschiedliche Glykosylierungsvarianten beschrieben. So fiihrt die 
Stimulation von Zellen (z.B. durch Phorbolester) zu einer deutlichen 
Erhohung des Glykosylierungsgrades von uPAR. Milde 
Chymotrypsinandauung spaltet das uPAR Molekul zwischen Dl und Dll. Die 
resultierenden Fragmente Dl und Dll/lll wirken in vitro bei verschiedenen 
Zelltypen chemotakisch. Zum Vorkommen der uPAR Fragmente Dl bzw. 
Dll/lll in vivo sowie ihrer biologischen Funktionen findet man nur wenige 
Aussagen in der Literatur. Beschrieben wurde bislang lediglich, dass eine 
Dll/lll uPAR-Variante (unter Abspaltung von Dl) in einigen Tumorzelllinien 
sowie in OvarialzystenflOssigkeit von Ovarialkarzinomen vorkommen kann. 
Ein tumor-selektives Vorkommen von uPAR-Deletionsvarianten ist bisher 



nicht bekannt. AuBerdem existiert bisher kein Verfahren, welches in der 
Lage ware, selektiv die uPAR-Deletionsvarianten zu detektieren. 



Oberraschenderweise wurde nun gefunden, dass in Tumorzellen eine 
selektiv erhohte Expression von uPAR-Deletionsvarianten nachweisbar ist. 
Weiterhin wird ein Verfahren bereitgestellt, welches tumorassoziierte uPAR- 
Varianten zu charakterisieren vermag, insbesondere Deletionsvarianten des 
uPAR im Ovarial- und Mammakarzinom. Die durch Anwendung des 
Verfahrens erhaltenen Ergebnisse konnen in der Tumordiagnostik und 
insbesondere als Parameter zur Prognosebeurteilung verwendet werden. 
Das Verfahren umfasst vorzugsweise die Verwendung von uPAR- 
Antikorpern unter Bedingungen, die eine selektive Bestimmung von uPAR- 
Deletionsvarianten erlauben, zum Nachweis von uPAR-Varianten in 
biologischen Proben, z.B. in einem ELISA-Verfahren. Dabei werden 
vorzugsweise Antikorper eingesetzt, die selektiv an uPAR- 
Deletionsvarianten binden. Weiterhin werden uPAR-Deletionsvarianten als 
Targets fur eine therapeutische Intervention und fur ein Wirkstoff-Screening 
bereitgestellt. 

Ein Gegenstand der Erfindung sind Nukleinsauren, welche fur 
Deletionsvarianten des humanen uPAR-Rezeptors kodieren und bei denen 
vozugsweise ein oder zwei Exons der vollstandigen Sequenz, Exon 4 und 
Exon 5, mindestens teilweise fehlen und/oder im Wesentlichen vollstandig 
fehlen. Diese Nukleinsauren kodieren vorzugsweise fur Polypeptide, die 
selektiv in Tumoren und Tumorzellen exprimiert werden, insbesondere in 
Mamma- und Ovarialkarzinomen des Menschen. "Selektive Expression" 
bedeutet in diesem Zusammenhang, dass eine unterschiedliche 
Expressionsstarke in Tumorzellen und Normalzellen in einem geeigneten 
Test qualitativoder/und quanitativ nachweisbar ist. 

Die Figuren 1, 2 und 3 zeigen die Nukleotid- und Aminosauresequenzen 
von bevorzugten tumorassoziierten uPAR-Deletionsvarianten del4, del4 + 5 



und del 5. Die Sequenz der Deletionsvariante de!5 gemaB Figur 3 ist bereits 
in einer offentlich zuganglichen Datenbank (Genbank Accession Nr. 
U08839) beschrieben. Es findet sich jedoch dort keinerlei Hinweis auf eine 
tumorselektive Expression dieser Deletionsvariante. Die Figuren 4A,B, 5A,B 
und 6A,B zeigen einen Vergleich der Nukleotid- und Aminosauresequenzen 
der Deletionsvarianten mit der entsprechenden Wildtypsequenz. 

Neben den Nukleotidsequenzen in den Figuren 1-3, dazu komplementaren 
Sequenzen und Sequenzen die im Rahmen der Degeneration des 
genetischen Codes diesen Nukleotidsequenzen entsprechen, umfasst die 
vorliegende Erfindung auch Nukleotidsequenzen, die mit einer der zuvor 
genannten Sequenzen und bevorzugt mit den Fusionsubergangen 
hybridisieren. Vorzugsweise ist die erfindungsgemaBe Nukleotidsequenz 
eine doppelstrangige oder einzelstrangige DNA, sie kann jedoch auch eine 
RNA sein. Besonders bevorzugt umfasst die erfindungsgemaBe 
Nukleinsaure einen Abschn'rtt der dargestellten Nukleotidsequenzen oder 
eine Sequenz, die eine Identitat von mehr als 80%, vorzugsweise mehr als 
90% und besonders bevorzugt mehr als 95% zu einer der dargestellten 
Nukleotidsequenz oder einen vorzugsweise mindestens 18 Nukleotide 
langen Abschnitt davon aufweist Der Identitatsgrad I wird dabei wie folgt 
bestimmt: 

I (in %) = N x 100 

L 

wobei N die Anzahl der Obereinstimmenden Basen zwischen zu 
untersuchender Sequenz und Basissequenz und L die Lange der 
Basissequenz ist. 



ErfindungsgemaBe Nukleinsauren sind vorzugsweise aus Saugern und 
insbesondere aus dem Menschen erhaltlich, z.B. durch Nukleinsaure- 



Amplication wie PCR. Andererseits konnen Nukleinsauren auch durch 
rekombiante Methoden und/oder durch chemische Synthese erzeugt 
werden. 

ErfindungsgemaSe Sonden und Primer sind dadurch gekennzeichnet, dass 
sie selektiv die uPAR-Deletionsvarianten und nicht die native Sequenz 
erkennen, d.h. selektiv mit einer fur eine uPAR-Deletionsvariante 
kodierenden Nukleinsaure hybridisieren. Sie konnen nach bekannten 
Techniken als Hybridisierungssonden und/oder als Amplifikationsprimer 
verwendet werden. Sie uberspannen vorzugsweise einen Deletionsbereich, 
d.h. der Beginn der Sequenz liegt stromaufwarts des Beginns der Deletion, 
und das Ende der Sequenz liegt stromabwarts des Endes der Deletion. 

Die Primer und Sonden sind bevorzugt mit Markern oder 
Markierungsgruppen versehen. Bevorzugt sind auch Primerkombinationen, 
die zur Identifizierung verschiedener mRNA/cDNA-Spezies geeignet sind. 
Besonders bevorzugt sind solche Primer, die die uPAR-Deletionsbereiche in 
del4 oder/und del5 oder/und del4+5 uberspannen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind die von den oben 
definierten Nukleinsauren kodierten Polypeptide bzw. deren Verwendung 
als diagnostische und therapeutische Targets/Diese Polypeptide umfassen 
vorzugsweise die Aminosauresequenzen von Figur 1 fur del4, Figur 2 fur 
del4 + 5 und Figur 3 fur del5. 

Neben den dargestellten Polypeptidsequenzen betrifft die Erfindung auch 
Varianten und Fragmente davon. Darunter sind kurze Aminosaureabschnitte 
von den dargestellten Aminosauresequenzen, die eine Mindestlange von 
sechs Aminosauren auf weisen, besonders bevorzugt eine Mindestlange von 
acht Aminosauren aufweisen und Primarsequenzen aus den 
Deletionsbereichen verschieden von der der vollstandigen uPAR- 
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Primarsequenz besitzen. Weiterhin konnen erfindungsgemaBe Peptide und 
Polypeptide auch durch chemische Synthese hergestellt werden. 

Die Erfindung umfasst auch allelische Variationen oder SpleiBvariationen 
des uPAR-Rezeptor-Proteins, sowie durch rekombinante DNA-Technologie 
erzeugte Proteine, die hinsichtlich ihrer biologischen und/oder 
immunologischen Aktivitat den dargestellten Proteinen im Wesentlichen 
entsprechen. 

.Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Vektor, der 
mindestens eine Kopie der erfindungsgemaBen Nukleinsauren enthalt. 
Dieser Vektor kann ein beliebiger prokaryontischer oder eukaryontischer 
Vektor sein, auf dem sich die erfindungsgemaBe DNA-Sequenz 
vorzugsweise in Verbindung mit Expressionssignalen, wie etwa Promotor 
und weiterer Expressions-Kontrollsequenzen befindet. Besonders bevorzugt 
ist der erfindungsgemaBe Vektor ein eukaryontischer Vektor, z. B. ein fur 
hohere Zellen geeigneter Vektor, z.B. ein Plasmidvektor. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Zelle, die mit 
einer erfindungsgemaBen Nukleinsaure oder einem erfindungsgemaBen 
Vektor transformiert ist. Die Zelle kann sowohl eine eukaryontische als 
auch eine prokaryontische Zelle sein. Verfahren zur Transformation von 
Zellen mit Nukleinsauren sind allgemeiner Stand derTechnik und brauchen 
daher nicht naher erlautert zu werden. Beispiele fur bevorzugte Zellen sind 
eukaryontische Zellen, insbesondere tierische Zellen und besonders 
bevorzugt Saugerzellen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Antikorper gegen 
die Deletionsvarianten des uPAR-Polypeptids. Polyklonale Antiseren erhalt 
man durch Immunisierung von Versuchstieren mit erfindungsgemaBen 
Polypeptiden oder Fragmenten davon. Zur Antikorperherstellung werden 
vorzugsweise die erfindungsgemaBen Peptide und/oder Polypeptide an 



Tragerproteine wie KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) oder BSA (Bovine 
Serum Albumin) gekoppelt. 

Die resultierenden Konjugate konnen als Immunogene zur Immunisierung 
von Versuchstieren verwendet werden, z.B. von Kaninchen, Huhnchen, 
Hamster, Ziege, Schaf und Pferd. Besonders bevorzugt werden fur die 
Immunisierung Peptide verwendet, die den Fusionsubergangen der uPAR- 
Deletionsvarianten entsprechen. Die dann resultierenden polyklonalen 
Antikorper weisen im Wesentlichen keine Kreuzreaktivitat gegen natives 
uPAR auf . Die Kreuzreaktivitat sollte weniger als 20 % betragen, bevorzugt 
weniger als 10 % und besonders bevorzugt weniger als 5 % betragen. 

Die erfindungsgemaBen Antikorper konnen auch in Form eines Konjugats 
mit einer Markierungsgruppe und/oder cytotoxischen Gruppe vorliegen. Als 
Markierungsgruppe kann ein Enzym wie alkalische Phosphatase oder 
Peroxidase, ein Fluoreszenzmarker, aber auch eine radioaktive Markierung 
verwendet werden. Als cytotoxische Gruppen konnen Radionuklide oder 
Toxine verwendet werden. Derartige Antikorper konnten dann sowohl fur 
diagnostische Tests, insbesondere von Mamma- und Ovarialkarzinom- 
gewebe, aber auch fur die Therapie verwendet werden. Beispielsweise 
konnen mit Hilfe der ELISA-Technik Proben auf das Vorhandensein der 
Deletionsvarianten im Tumorgewebe untersucht werden. 

Die erfindungsgemaBen selektiven Antikorper ermoglichen damit die 
Herstellung eines Testsystems zur prognostischen Auswertung von 
Tumorgewebsextrakten, urn so die Rezidivhaufigkeit oder 
Oberlebenswahrscheinlichkeit von Tumorpatienten zu bestimmen, d.h. 
durch die Verwendung der erf indungsgemaBen Antikorper konnen wertvolle 
Informationen zur Prognosestellung von Tumorpatienten gewonnen 
werden. 



Diagnostische Untersuchungen konnen auch mit Hilfe spezifischer 
Nukleinsauresonden zum Nachweis auf Nukleinsaureebene, insbesondere 
auf Transkriptebene, durchgefuhrt werden. Geeignet waren die 
erfindungsgemafcen Sonden/Primer zur Herstellung eines Kits zur 
Amplifikation von uPAR-Deletionsvarianten spezifische mRNA, z.B. in einer 
RT-PCR-Anwendung. 

Die Erflndung betrifft weiterhin eine pharmazeutische Zusammensetzung, 
die dadurch gekennzeichnet ist, dass sie als aktive Komponente neben 
Nukleinsauren, transformierten Zellen, Polypeptide und Peptide, auch 
selektive uPAR-Deletionsvarianten spezifische Antikorper umfasst. 
Besonders bevorzugt ist Verwendung dieser pharmazeutischen 
Zusammensetzung, vorzugsweise eines uPAR-Deletionsvarianten 
spezifischen Antikorpers, als therapeutisches Mittel bei 
Tumorerkrankungen, wie Mamma- und Ovarialkarzinomen. 

Weiterhin sind Antikorper, die gegen die Deletionsvarianten von uPAR 
gerichtet sind, zur Herstellung eines therapeutischen Mittels geeignet, 
welches beispielsweise eine selektive Funktionsblockierung bei Tumorzelien 
bewirken kann. Daruber hinaus konnen die Antikorper in Form von 
Konjugaten mit einer cytotoxischen Gruppe zur Wachstumshemmung oder 
Abtotung von Tumorzelien eingesetzt werden. 

Ein weiter Gegenstand der Erfindung sind Antisense-Nukleinsauren, z.B. 
Oligodesoxynukleotide, welche den Fusionsbereich der uPAR-Varianten 
abdecken und gezielt zur Expressionsblockade der uPAR-Varianten 
eingesetzt werden konnen. 

Weiterhin wird die Erfindung durch folgende Figuren und Beispiele naher 
erlautert: 



Figur 1 zeigt die Nukleotid- und Aminosauresequenz fur die uPAR- 
Deletionsvariante del4. 

Figur 2 zeigt die Nukleotid- und Aminosauresequenz fur die uPAR- 
Deletionsvariante del4+5. 

Figur 3 zeigt die Nukleotid-Aminosauresequenz fur die uPAR- 
Deletionsvariante del5. 

Figur 4 zeigt einen Vergleich der Nukleotidsequenz (A) und der 
Aminosauresequenz (B) mit der Wildtypsequenz fur die 
Deletionsvariante uPAR del4. 

Figur 5 zeigt einen Vergleich der Nukleotidsequenz (A) und der 
Aminosauresequenz <B) mit der Wildtypsequenz fur die 
Deletionsvariante uPAR del4+5. 

Figur 6 zeigt einen Vergleich der Nukleotidsequenz (A) und der 
Aminosauresequenz (B) mit der Wildtypsequenz fiir die 
Deletionsvariante uPAR del5. 



Beispiele: 

Beispiel 1: Nachweis von mRNA-Spleili-Varianten von uPAR 

Urn zu klaren, ob in Tumorzellen uPAR-mRNA-Varianten existieren, wurde 
mRNA aus Mammakarzinomzelllinien, aus nicht-malignen Zelllinien sowie 
aus Mammakarzinomgewebe isoliert und RT-PCR unter Verwendung 
spezifischer Primer fur die uPAR-Exons 1 und 6 durchgefQhrt. In den nicht- 
malignen Zelllinien fanden sich vorwiegend Voll-Langen-uPAR-cDNA, 
wahrend in Mammakarzinomzelllinien zusatzliche cDNA-Varianten mit 



Deletionen in Exon 4 (de!4), in Exon 5 (de!5) bzw. in Exon 4 + 5 (del4 + 5) 
nachgewiesen werden konnten. Dies konnte durch Sequenzierung der 
Amplifikate bestatigt werden. uPAR-Exonvarianten wurden auch im 
Ovarialkarzinomgewebe nachgewiesen. 

Beispiel 2: Klonierung verschiedener uPAR-Deletionsvarianten 

Verschiedene uPAR-Deletionsmutanten (Deletion-Exon-4=del4, del5, 
del4 + 5) wurden generiert, kloniert, sequenziert und in CHO-Zellen 
. transfiziert (transienteTransfektion). Als Kontrollen dienten Transfektanten 
mit der kompletten uPAR-cDNA (D123) bzw. der cDNA fur Dl (D1). Die 
Kulturuberstande der transfizierten CHO-Zellen wurden nach 72 h 
abgenommen und mittels uPAR-ELISA untersucht. Alle uPAR- 
Expressionsplasmide konnten in den jeweiligen Zellkulturuberstanden 
nachgewiesen werden, Vektorkontrolle sowie Kulturmedium waren negativ. 
Wahrend die uPAR-Variante mit einer Exon 4-Deletion, sowie das komplette 
uPAR Molekul, von ELISA's in gleicher Weise detektiert wurden, zeigten 
sich im Falle des del5 und del4 + 5 Expressionsplasmids unterschiedliche 
Reaktionsmuster. So wurde die uPAR-del5-Variante im Gegensatz zum 
HU/IIIF1 0-ELISA in den HU/HD1 3 nur partiell erkannt, wahrend die del4+ 5- 
Variante ausschlieBlich im HU/IIIF1 0-ELISA nachgewiesen werden konnte. 
Translatierte Proteine aller bekannten uPAR-mRNA SpleiS-Varianten sind 
mit dem HU/IIIF10-EL1SA detektierbar. 

Beispiel 3: Herstellung von Antikorpern 

Peptide werden an das Hamocyanin einer Nacktschnecke {KLH, Keyhole 
Limpet Hemocyanin), mittels m-Maleimidobenzoesaure-N-hydroxy- 
succinimidester (MBS) gekoppelt. KLH wird im Phosphatpuffer mit MBS ca. 
30 min bei Raumtemperatur leicht geruhrt und uberschiissiges MBS durch 
Gelfiltration entfernt. Danach wird Peptid in Phosphatpuffer gelost und 
etwas EDTA-L6sung zugesetzt. Diese Peptidlosung wird der konzentrierten 
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MBS-Proteinlosung zugegeben und 4 h bei Raumtemperatur leicht 
geschuttelt. 



Zur Immunisierung werden in der Regel Kaninchen verwendet. die 
Immunisierung der Kaninchen erfolgt durch subkutane Injektion von 
gekoppeltem Peptid und Freund'chem Adjuvanz. 4 Wochen nach der ersten 
Immunisierung wird die erste Booster-lnjektion verabreicht. Danach wird in 
2-Wochen-Abstanden immunisiert und nach der zweiten Booster-lnjektion, 
immer 10 Tage nach der Immunisierung, Qber die Ohrvene eine Blutprobe 
entnommen. Das aus dem Blut erhaltene Serum wird zur Antikorper-Titer- 
Bestimmung eingesetzt. Der Antikorper-Titer wird durch ein indirektes 
ELISA-Verfahren bestimmt. 
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Anspruche 

Nukleinsaure kodierend fur eine Deletionsvariante eines 
Urokinaserezeptors (uPAR), 
dadurch gekennzeichnet, 

dass ein oder zwei Exons der nativen Sequenz mindestens teilweise 
fehlen, ausgenommen die Genbanksequenz U 08839. 

Nukleinsauresequenz nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Sequenzen von Exon 4 und/oder 5 mindestens teilweise 
fehlen. 

Nukleinsauresequenz nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Sequenzen von Exon 4 und/oder 5 im Wesentlichen 
vollstandig fehlen. 

Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie fur eine Deletionsvariante des humanen uPAR kodiert. 

Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie fur eine tumorassoziierte uPAR-Variante kodiert. 

uPAR-spezifisches Oligonukleotid, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass es selektiv mit einer fur eine uPAR-Deletionsvariante 
kodierenden Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 5 
hybridisiert. 
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uPAR-spezifisches Oligonukleotid nach Anspruch 6, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass es einen Deletionsbereich iiberspannt. 

Rekombinanter Vektor, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass er vorzugsweise in operativer Verknupfung mit einer 
Expressions-Kontrollsequenz mindestens eine Kopie einer 
Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 5 aufweist. 

Zeile, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass sie mit einer Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 5 
oder einem Vektor nach Anspruch 8 transformiert ist. 

Methode fur die rekombinante Herstellung von Polypeptides welche 
folgende Schritte umfasst: 

(a) Bereitstellung einer Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 
bis 5 oder eines Vektors nach Anspruch 8, 

(b) Einbringen der Nukleinsaure oder des Vektors in eine 
geeignete Wirtszelle, 

(c) Kultivierung der Wirtszelle in geeignetem Medium zum 
Zwecke der Polypeptidexpression, 

(d) Isolierung des Expressionsproduktes aus dem Medium 
und/oder der Wirtszelle. 

Methode nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Wirtszelle eine Saugerzelle, z.B. CHO ist. 
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1 2. uPAR-Deletionsvariante, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie von einer Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 5 
kodiert ist. 

1 3. uPAR-Deletionsvariante nach Anspruch 1 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie tumorselektiv exprimiert ist. 

1 4. Fragment einer uPAR-Deletionsvariante, bei der ein oder zwei Exons 
der nativen Sequenz mindestens teilweise fehlen, 

dadurch gekennzeichnet 

dass es eine Mindestlange von 6 Aminosauren aufweist und eine fur 
einen uPAR-Deletionsbereich charakteristische Aminosauresequenz 
verschieden von der nativen uPAR-Aminosauresequenz aufweist. 

1 5. Fragment nach Anspruch 1 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass es eine Lange von bis zu 50 Aminosauren aufweist. 

1 6. Fragment nach Anspruch 1 4 oder 1 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

das es ein fiir eine uPAR-Deletionsvariante charakteristisches 
antigenes Epitop besitzt. 

17. Verwendung einer uPAR-Deletionsvariante, bei der ein oder zwei 
Exons teilweise fehlen, oder eines Fragments davon, als Immunogen 
zur Herstellung von Antikorpern. 
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Antikorper gegen eine uPAR-Deletionsvariante, bei der ein oder zwei 
Exons teilweise fehlen, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass er im Wesentlichen keine Kreuzreaktivitat gegen nativen uPAR 
aufweist. 

Antikorper nach Anspruch 1 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass er in Form eines Konjugats mit einer Markierungsgruppe 
und/oder cytotoxischen Gruppe vorliegt. 

Antikorper nach Anspruch 19, 
dadurchgekennzeichnet, 

dass die cytotoxische Gruppe aus Radionukliden und Toxinen 
ausgewahlt ist. 

Pharmazeutische Zusammensetzung, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass sie als wirksame Komponente umfasst: 

(a) eine Nukleinsaure kodierend fiir eine uPAR-Deletionsvariante, 
bei der ein oder zwei Exons der nativen Sequenz mindestens 
teilweise fehlen, 

(b) einen Vektor,der eine Nukleinsaure gemaS (a) enthalt, 

(c) eine Zelle, die eine Nukleinsaure gemaS (a) oder einen Vektor 
gemalS (b) enthalt, 

(d) eine uPAR-Deletionsvariante, bei der ein oder zwei Exons der 
nativen Sequenz mindestens teilweise fehlen, oder ein 
antigenes Fragment davon, 

(e) einen Antikorper gegen eine uPAR-Deletionsvariante, bei der 
ein oder zwei Exons der nativen Sequenz mindestens teilweise 
fehlen, oder ein antigenes Fragment davon. 



22. Zusammensetzung nach Anspruch 21 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie weiterhin pharmazeutisch ubliche Trager, Hilfs- und/oder 
Zusatzstoffe enthait. 

23. Verwendung einer Zusammensetzung nach einem der Anspruche 21 
oder 22 a!s diagnostisches oder therapeutisches Mittel. 

24. Verwendung einer Zusammensetzung, vorzugsweise eines 
Antikorpers, nach Anspruch 21 als diagnostisches Mittel zur 
Prognose des Verlaufs bei Tumorerkrankungen. 

25. Verwendung einer Zusammensetzung, vorzugsweise eines 
Antikorpers, nach Anspruch 21 zur Detektion von Tumorzellen in 
biologischen Proben. 

26. Verwendung einer Zusammensetzung, vorzugsweise eines 
Antikorpers, nach Anspruch 24 als therapeutisches Mittel zur 
Behandlung von Tumorerkrankungen. 

27. Verwendung nach einem der Anspruche 24 bis 26 bei Mamma- und 
Ovarialkarzinomen. 

28. Verwendung nach Anspruch 23 oder 24 zur Wachstumshemmung 
oder Abtotung von Tumorzellen. 

29. Verwendung nach einem der Anspruche 23 bis 28, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die wirksame Komponente ein Antikorper gegen die uPAR- 
Deletions-Varianten del4 f del5 und/oder del4 + 5 ist. 



30. Verf ahren zum selektiven Nachweis von uPAR-Deletions-Varianten in 
biologischen Proben welches folgende Schritte umfasst: 

(a) Bereitstellen der zu testenden Probe, 

(b) Inkontaktbringen der Probe mit einer der Antikorper nach 
einem der Anspruche 1 8 bis 20 und 

(c) Nachweisen einer Bindung des Antikorpers an die Probe. 

31 . Verfahren nach Anspruch 30, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Nachweis durch ELISA erfolgt. 

32. Verfahren nach Anspruch 30 oder 31 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dass eine Tumorprobe eingesetzt werden, vorzugsweise isoliert aus 
Mamma- oder Ovarialkarzinomgewebe. 

33. Methode zur selektiven Expressionshemmung einer uPAR- 
Deletionsvariante mittels Oligonukleotiden nach Anspruch 6. 

34. Methode nach Anspruch 33, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Oligonukleotide den Fusionsbereich einer oder mehrerer 
uPAR-Varianten abdecken. 

35. Methode nach den Anspruchen 33 und 34, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass Oligonukleotide verwendet werden, welche selektiv die 
Expression der uPAR-Varianten uPAR de!4 und/oder del5 und/oder 
del4 + de!5 zumindest teilweise blockieren. 
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Methode nach Anspruch 35, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass eine Mischung von Oligonukleotiden zur Expressionsblockade 
aller uPAR-Varianten del4, del5 und del4 + 5 verwendet wird. 

Verwendung der Antikorper nach einem der Anspruche 1 8 bis 20 als 
Inhibitoren der Aktivitat von uPAR-Deletionsvarianten. 

Verwendung der Antikorper nach einem der Anspruche 1 8 bis 20 als 
molekulares Nachweis-System zur Detektion von uPAR-Varianten in 
biologischen Proben. 

Verwendung einer uPAR-Deletionsvariante, bei der ein oder zwei 
Exons der nativen Sequenz mindestens teilweise fehlen, oder einer 
dafur kodierenden Nukleinsaure in einem Verfahren zur 
Identifizierung von Wirkstoffen, die selektiv die Aktivitat der uPAR- 
Variante modulieren, insbesondere inhibieren. 
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Zusa mmenf assung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Herstellung spezifischer Antikorper 
zum Nachweis von humanen tumorassoziierten Urokinase-Typ 
Plasminogenaktivator-Rezeptoren(uPAR) Deletionsvarianten in biologischen 
Proben sowie deren diagnostischen und therapeutischen Einsatz. 
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Figur 1 



ATO GOT CAC COG CCG CTG CTG CCG CTG CTG C?TG CTG CTC GAC ACC TGC GTC CCA GCC TCT 
aSHPFIiLPLLLLLHTCVPAS 

61/21 91/31 

TGG GGC CTO CGG TGC AW CAG TOT AAG ACC AAC GGG GAT TGC CGT GTG GAA GAG TGC GCC 
WGLRC*QCK*M3DCHVEBCA 

121/41 151/31 

CTO GGA CAG GAC CTC TGC AGG ACC ACQ ATC GIG OGC TTG TGG GAA GAA GGA GAA GAG CTG 
LGQDLCRTTIVJILWBEGEEL 
181/61 211/71 

GAG CTG GTO GAG AAA AGC TGT ACC CAC TCA GAG AAG ACC AAC AGG ACC CTG AGC TAT CGG 
BLV8KSCTHSEKTHRTL8YR 

241/91 271/91 

ACT GGC TTG AAG ATC ACC AGC CTT ACC GAG GTT GTG TGT GGG TTA GAC TTG TGC AAC CAG 
TGLX ITSLTEVVCGtOLCNO 
301/101 331/111 

GGC AAC TCT GGG CGT CCA AAG GAT GAC CGC CAC CTC CGT GGC TGT GGC TAC CTT CCC GGC 
361/131 391/131 

TGC COG GGC TCC AAT GOT TTC CAC AAC AAC GAC ACC TTC CAC TTC CTG AAA TGC TGC AAC 
CPGSHOFHMHDTFHFtiKCCll 

421/141 451/151 

ACC ACC AAA TGC AAC GAG GGC CCA ATC CTG GAG CTT GAA AAT CTG CCG CAG AAT GGC CGC 
TTKCHBGPXt'EfcBW&PQWGR 
491/1*1 511/171 

CAG TGT TAC AGC TGC AAG GGG AAC ASC ACC CAT GGA TGC TCC TCT GAA GAG ACT TTC CTC 
QCYSCXGHSTBacaSEBTFL 

541/181 571/131 

ATT GAC TGC CGA GGC CCC ATG AAT CAA TOT CTG CTA GCC ACC GGC ACT CAC GAA CCG AAA 
IDCRGPMNQCLVATGTHBPK 

601/301 631/211 

AAC CAA AGC TAT ATG GTA AGA GGC TGT GCA ACC GCC TCA ATG TGC CAA CAT GCC CAC CTG 
MQ8VMVRGCATA3MCQHAHL 

6,61/321 691/231 

GOT GAC GCC TTC AGC ATG AAC CAC AIT GAT GTC TCC TGC TGT ACT AAA AGT GGC TGT AAC 
GDAF3WHHIDV9CCTKSGCJS 

721/3*1 751/251 

CAC CCA GAC CTG GAT GTC CAG TAC CGC AGT GGG OCT GCT CCT CAG CCT GGC CCT GCC CAT 
HPOLDVQVRSGAAPQPGPAH 

781/261 811/371 
• CTC AGC CTC ACC ATC ACC CTG CTA ATG ACT GOC AGA CTG TGG GGA GGC ACT CTC CTC TGG 
LSLTXTLLMTARLMOGTl-LW 

841/201 
ACC TAA 
T • 
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Figur 2 



MX3GCTCACCCGCCGCTCCTGCX«C1GCTGCTGCTO 

MOHPPt^» I 'I' I ' LlBTCVPA 

61/21 91/31 

TGG OGC CTG CCG TGC ATG CAG TGT AAG ACC AAC GGG GAT TGC COT GTG GAA GAG TGC GCC 
121/41 151/31 

CTG GGA CAG GAC CTC TGC AGO ACC AOG ATC GTG CGC TPS TGG GAA GAA GGA GAA GAG CTC 
1B1/61 211/71 

GAG CTG GTG GAG AAA AGC TOT ACC CAC TCA GAG AAG ACC AAC AGO ACC CTG AGC TAT CGQ 
S L V 8 X S BYH 
241/01 271/81 

ACT QGC TTG AAG ATC ACC AGC CTT ACC GAG CTT GTG TGT GGG TTA GAC TTG TGC AAC CAG 
TSLXXT3&T*VVCOLDLCHQ 
301/101 331/111 

GGC AAC TCT GTC CTG GAG CTT GAA AAT CTG CCG CAG AAT QGC CGC CAG TGT TAC AGC TGC 
361/121 391/131 

AAG GGG AAC AGC ACC CAT GGA TGC TCC TCT GAA GAG ACT TTC CTC ATT GAC TGC CGA GGC 
421/141 451/151 

OCC ATG AAT CAA TGT CTG GTA GCC ADC GGC ACT CAC GAA. CCG AAA AAC CAA AGC TAT ATG 
4E1/161 511/171 

GTA AGA GGC TGT GCA ACC GCC TCA ATG TGC CAA CAT GCC CAC CTC GGT GAC GCC TTC AGC 
VRGCATA3«C«HAHLGPArB 

541/101 571/191 

ATG AAC CAC ATT GAT GTC TCC TGC TGT ACT AAA ACT GGC TGT AAC CAC CCA GAC CTG GAT 
601/20X 631/211 

GTC CAG TAC CGC AGT GGG GCT GCT CCT CAG CCT GGC CCT GCC CAT CTC AGC CTC ACC ATC 
VQYRSGAAPQSGSAHI.31T2 

661/221 691/231 _ „ 

ACC CTG Ctk ATG ACT GCC AGA CTG TGG GGA GGC ACT CTC CTC TGG ACC TAA 
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Figur 3 



1/1 31/U 



ATG OCT CAC CCG CCG CIC CtC CCC CT3 CTC OTG CIG CTC CAC ACC TGC CTC CCA GCC TCT 
(,,,, 91/31 

TGG GCC CTC OQG TGC ATG CAG TGT AAG ACC AAC COO GAT TGC COT GTG GAA GAG TGC GCC 
121/41 151/51 

CTC OM, CAG GAC CTC TOC AGG ACC ACG ATC GTO CGC TIG TGG GAA GAA GGA GAA GAG CTG 

6»0»*C»«»X 

lai/fli 211/71 

GAG CTG OTO GAG AAA AGC TGT ACC CAC TCA GAC AAC ACC AAC AGG ACC CIG AGC TAT OQG 
E L V E K S C THSRRTHHTXi 9TB 
241/81 271/91 

ACT GGC TTG AAG ATC ACC ACC CTT ACC GAG GT? GTG TGT GGG Tta gac tTG TGC AAC CAG 
301/101 . 331/111 

GCC AAC TCT GQC COG GCT (TIC ACC TAT TCC CGA AGC OCT TAC CTC QAA TGC ATT TCC TCT 
GM8GRAVTT3RSRVLSCXBC 

361/121 391/131 
OCTa^<^A«^^W^0XC<X3CACCAQAGCCW 

OB8DMSCBRG»H0 SI '^ CKS5 

421/141 451/151 
<^C^CAGTOCCTOGATOTG<^ACC<^CT(XJAlCCM 

4B1/161 511/171 

CTT GAA AAT CTG CCG CAG AAT GGC CGC CAG TGT TAC AGC TOC AAG GGG AAC AGC ACC CAT 
541/1B1 S71/191 

GGA TGC TOC TCT GAA GAG ACT TTC CTC ACT GAC TOC CGA GQC COC ATG AW CAA TGT CIG 
CCSBB*TFX»l» c * G * Ml,0C 
601/201 631/211 

GTA GCC ACC GGC ACT CAC GAA CCG AAA AAC CAA AGC TAT ATG GTA AGA GGC TGfT GCA AOC 
VATGTHB?KMOSYMVaGCAT 

661/121 €91/231 

GCC TCA ATG TGC CAA CAT GCC CAC CTO OCT GAC GCC TTC AGC ATG AAC CAC ATT GAT CTC 
721/241 751/351 

TOC TGC TGT ACT AAA ACT GGC TGT AAC CAC CCA GAC CTG GAT GTC CAG TAC CGC ACT GGG 
SCCTKSGCNHPDtDVQVRSO 
7B1/2B1 811/271 

OCT GCT OCT CAG CCT GGC CCT GCC CAT CTC AGC CTC ACC ATC ACC CIO Cta acg act gcc 
AA»QPCPAHI»SLTITI»I»JJTA 

Mi/in 871/351 

aga ctg tgg gga ggc acc crc ccc tggwcTM 
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Figur 4A 
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399 OWZTKXXGIW^^ 47* 

561 a^CTTOOT^U 640 
530 ♦ 600 • 620 • 640 
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479 ttX^WnOTKOGCTCOU^ 55* 
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560 . 590 . 600 » 620 
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% Identity » 83.9 (8*6/1008) 



Figur 4B 



5/9 




» 20 • 40 50 «80 

• 20 • 40 • 50 • BO 

100 

81 TGLKTrSLTSVVDGLCLCNQGNS GRP 106 

100 • 120 • 140 • 160 

♦ 120 t 140 • 160 • 180 

107 ICT1UILRX<^IJGCPQ9^^ W6 

161 HUtfWLHGCGYLPGCFGSNQFH^ 240 
180 • 200 • 220 • 240 

♦ .200 • 220 • 240 • 260 

241 W^VATOTiBPKNQSYMVK^^ 320 

► 260 * 2S0 • 300 - 320 

280 

267 IiLHEARLWCTLLWr* ~ H: * 

321 U^fTARLWSGTLLWr* 32-: 
i 

* Identity a 83.9 (282/336} 
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180 
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260 



220 • 240 
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CACCAGA 400 



3U c»ce»Ticw^^ 40Q 



401 COTt^TGCCXXaCCC^^ 4B0 
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S00 
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TGC3TTTCCACAACAACGACACCTT 5^ f; 
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% Identity = 70.5 (711/1008) 
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Figur 5B 
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•30 • 40 • 60 • 80 

100 

81 TGLKTTSIirEWCGLDt£NQGra 10; 

TCLKTTSLTEVVaMLaWNS 
81 OTJOTSLOTEWOCXDLaJQamuvm 160 
100 • 120 ■ 140 • 160 

120 • 140 

104 VLELE^PQNGRQCYSC3«335THrcS3EElTLIDC3lGP 141 

161 lGEFS&KXXPCUXSCtt 240 
180 • 200 • 220 t 240 

160 • 1B0 • 200 * 220 

142 MNQCLVXTCTHSWNQS^ 221 

MNgCLVSVTGrTHEPKNQSYM^CA^ IT 
241 WNQCUUaraaiHEFK^^ 320 
260 • 280 • 300 • 320 

p 

222 mfTARLWeGTLLWr* 237 
321 U^rrAWJWGGTLLWT* 33o 

% Identity s 70-2 (236/336) 
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Figur 6A 



• 20 • 40 • 60 80 

1 MO5GTCAC0<XCCGCTGCTO^ 90 

1 1 1 1 1 1 1 1 mini] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 n 1 1 1 1 1 1 II ill II Ml 11 ll ll J 1 1 1 1 I 11 11 1 IN II II I Jl I I I I II J' fln 

• 20 40 60 .80 
100 ♦ 120 • 140 * 160 

100 ■ 120 • 140 • 160 

• 190 • 200 • 220 ^ • 240 ^ 

180 • 200 • 220 • 240 

260 • 2B0 • 300 

241 JK'i^TV*- WTC? :Cj JCCTTAt X^TT^r TGCGTtagacI TCTGC W^l^.v 

241 



■AGBOTOTGCAACCft^^ 320 

200 ■ 300 • 320 

360 • 380 ♦ 400 

^ 400 

340 • 360 • 380 • 400 

• 420 • 440 ■ 460 • 

401 OCOTCaGTGCCCXAGCCCT^^ 

420 • 440 • 460 • 480 



260 
340 

321 CJCCPATO3COQAA(5CCGTTACCTOMATGCW 

321 CftrcriraiMiw 
401 

401 



481 550 
500 * 520 ♦ 540 • 550 

480 « $00 

473 mm f[XXTQGAGCTIQAAAATCTGCCGCAaAATGGCC 50 5 . 

Illllll llllllllllllllllllllllllll 
561 (XACTTCCTGAAATOTGC^^ WO 
560 • 600 • 620 * 640 

520 • 540 • 560 • 580 

641 GCCJYG?IGTTAC2GCTGCa^^ '20 
• 660 • 680 • 700 • 720 

• 600 ' 620 - 640 • 660 

58$ A!ISAATCAAWK^ 



721 ^VTQ^TCAATGTCTGGTA 



666 

801 m 



680 



740 



700 



760 



800 

780 • 800 

720 • 740 

»AAAAffTGGCTGTA 74S 



760 

ftCCAOOCAGACCTQGM 

sal IcoiroaGw^^ 



820 • 840 • 960 • 880 

760 • 760 • 800 • 820 

746 ACCACOCAGACCTGGATXTIKXiAGTA^ 




840 
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% Identity s 86,6 (873/100B) 
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Figur 6B 
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% Identity = (290^335) 



